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$838 : HRPU E ( Quasipaa spinosa ) 这 一 溪 源 性 两 栖 类 对 环境 温度 极端 变化 做 出 的 生理 啊 应 与 适应 机 制 ,测定 了 该 物种 在 反 
复 遭 受 急 性 冷 暴 露 (4 "C, 12 h) 过 程 中 其 非特 异性 免疫 反应 .氧化 还 原状 态 以 及 热 休 交 看 自 70 (Hsp70) mRNA 表达 的 变化 , 结 
果 发 现 . 琼 胸 蛙 在 初次 冷 暴 露 过 程 中 外 周 血细胞 吞噬 活性 (第 4 小 时 和 第 12 小 时 ;P<0.05) 、 脾 巨 咽 镍 胞 呼吸 爆发 强度 (第 4 小 
时 和 第 12 小 时 ;P<0.05) 以 及 胃 溶 菌 酶 活力 受到 显著 抑制 (第 12 小 时 ;P<0.05) ; 当 峙 返回 到 22 "C 环境 12 h 后 3 种 免疫 指标 
均 恢复 到 初始 和 对 照 组 水 平 (P>0.05) 。 经 过 连续 7 d 冷 暴 露 后 , 除 浴 菌 酶 处 ,血细胞 春 唆 活性 和 脾 巨 唉 细胞 呼吸 爆发 强度 均 能 
恢复 到 初始 和 对 照 组 水 平 (P>0.05)。 另 外 , 冷 暴 露 增加 了 肝脏 和 肾脏 内 两 BE C MDA ) 的 含量 ,但 肾脏 内 MDA 含量 升 高 的 幅 
度 要 明显 大 于 肝脏 ;肝脏 SOD 活力 和 GSH 含量 也 表现 出 急性 和 适应 性 升 高 而 肾脏 仅 SOD 活力 有 所 升 高 ,上 暗示 在 低温 胁迫 状 
态 下 环 胸 峙 肝脏 氧 自 由 基 清 除 能 力 要 强 于 明 脏 。HSP70 作为 应 激 保护 重 白 , 当 机 体 遭 受 冷 暴露 后 肝脏 Hsp70 mRNA 表达 量 始 
终 未 呈现 出 应 激 性 升 高 ,反而 受到 显著 抑制 (P<0.05) 。 综 上 所 述 $ 秋 胸 峙 在 经 历 多 次 急性 冷 胁迫 后 体内 部 分 非特 异性 免疫 功 
能 以 及 肝脏 氧化 防御 系统 可 以 产生 不 同 程度 的 适应 性 改变 。 

关键 词 : 环 胸 蛙 ; 冷 暴 露 ;免疫 ;氧化 防御 ; 热 休 克 和 蛋白 70 
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Stress response and adaptive tolerance of the giant spiny frog ( Quasipaa spinosa ) 


to repeated acute cold exposure 
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Jinhua 321004, China 
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Abstract: To explore physiological stress response and adaptive tolerance of a stream-dwelling anuran, the giant spiny frog 
( Quasipad spinosa), to extreme changes in environmental temperature, we investigated how repeated acute cold (4°C ) 
exposure affects’ non-special immune responses, redox state, and heat shock protein 70 ( Hsp70) mRNA expression. Acute 
cóld-exposure inhibited peripheral blood phagocytic activity ( after 4 h or 12 h, P«0.05), respiratory bursts of spleen 
macrophages (after 4 h or 12 h, P«0.05) , and gastric lysozyme activity (after 12 h, P«0.05). Al immune responses 
increased to initial and control levels ( P>0.05) after the frogs were moved back to 22°C for 12h. Both blood phagocytic 
activity and spleen respiratory bursts recovered to initial and control levels ( P20.05) after 7 days of cold exposure. Acute 


cold stress increased hepatic and renal lipid peroxidation product malondialdehyde ( MDA ) content, but the degree of 


基金 项 目 :国家 自然 科学 基金 资助 项 目 (30800129, 31270457) 
收 稿 日 期 :2016-03- 29; 网 络 出 版 日 期 :2017-03-02 
* 通讯 作者 Corresponding author. E-mail ; xiezhigang@ zjnu.cn 


http ://www.ecologica.cn 


ChinaXive fERHTU 


14 期 WEN SE WE ( Quasipaa spinosa ) 对 重复 急性 冷 暴露 的 生理 应 激 与 适应 耐 受 4779 


increase in MDA in the kidney was obviously larger than that in the liver. Hepatic superoxide dismutase ( SOD) activity and 
glutathione ( GSH) content showed acute and adaptive increases (P<0.05), while only SOD activity increased in the 
kidney, which suggested that anti-oxidative defense was stronger in the liver than in the kidney in this frog. The expression 
level of Hsp70 mRNA in liver was not acutely increased, while it was significantly inhibited ( P« 0.05). In conclusion, 
some non-special immune functions and the hepatic oxidative defense system in Q. spinosa can adapt, to varying extents, to 


repeated acute cold exposure. 
Key Words: Quasipaa spinosa; cold exposure; immunity; antioxidative defense; Hsp70 


气候 异常 可 能 是 导致 全 球 两 栖 动 物种 群 衰退 和 物种 灭绝 的 重要 因素 之 一 。 如 非 季 前 性 极端 低温 天 
气 的 频繁 出 现 或 季节 交替 期 出 现 的 寒流 都 可 能 严重 干扰 两 栖 动物 的 生理 内 稳 态 > ,从 而 增加 感染 疾病 的 风 
险 ,最 终 可 能 成 为 导致 种 群 数量 下 降 的 诱因 中 。 两 栖 类 特异 性 免疫 进化 并 不 完全 ,非特 异性 免疫 在 特异 性 
免疫 被 调动 前 可 快速 地 为 机 体 提 供 免疫 保护 ,尤其 在 应 激 状 态 下 占有 主导 地 位 5 温度 依赖 性 是 两 栖 类 免 
疫 反 应 的 主要 特征 "1, 低温 一 方面 可 以 直接 降低 免疫 细胞 的 活力 并 抑制 溶菌 酶 等 胞 外 酶 的 分 泌 和 活性 , 另 
一 方面 可 通过 激活 顾 脑 -垂体 - 绷 上 腺 轴 ( Hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA 引起 糖 皮质 激素 
(Glucocorticoid, GC) 分泌 的 增加 5 ,而 GC 可 以 抑制 巨 噬 细 胞 对 病原 的 看 噬 与 加 工 , 阻 碍 淋巴 母 细 胞 转化 ， 
减少 血液 循环 中 淋巴 细胞 数量 2” 。 

在 胁迫 状态 下 和 氧 自由 基 或 活性 氧 ( Reactive oxygen species, ROS) 的 大 量 积累 可 导致 机 体 氧化 损伤 1。 
ROS 可 改变 包括 免疫 细胞 在 内 的 细胞 膜 上 磷脂 双 分 子 层 中 饱和 脂肪 酸 /不 饱和 脂肪 酸 比例 ,并 破坏 膜 内 蛋白 
的 生物 活性 造成 细胞 变性 .肿胀 乃至 死亡 。 体 内 超 氧 物 物 堪 化 酶 (SOD ) 等 抗 氧化 酶 类 和 谷 胱 甘 肽 (GSH) 
等 非 酶 抗 氧化 物质 可 清除 多 余 的 ROS ,以 维 持 机 体 的 氧化 - 抗 氧 化 的 内 稳 态 ( Oxidant-antioxidant Homeostasis 
OAH), 

热 休 克 和 蛋白 (Heat shock protein，HSPs) 是 棒 体 受到 胁迫 时 表达 的 一 类 重要 的 保护 性 和 蛋白, 在 调节 免疫 功 
能 和 抗 感染 方面 发 挥 着 重要 作用 2 。 领 化 胁迫 可 以 通过 激活 热 休克 转录 因子 (Heat Shock Transcription 
Factor，HSF) 来 增加 HSPs HAJR 7^ qj BsPs 可 以 促使 SOD 等 抗 氧 化 物 的 合成 和 释放 5 。 

HUE ( Quasipaa spinosa ) SKIE PERH WUES ,主要 分 布 在 我 国 南方 和 越南 山区 (海拔 在 500 一 1000m ) 的 
溪流 生境 ,具有 较 高 的 科研 价值 和 经 济 价值 。 在 养殖 实践 中 ,该 物种 对 环境 温度 和 洁净 度 的 要 求 非常 奇 刻 ,万 
其 在 季 闻 交 蔡 期 比 其 他 常山 养殖 尾 类 更 易 患 病 。 本 研究 的 目的 是 了 解 这 一 溪 源 性 蛙 类 在 遭受 低温 胁迫 后 机 
体 的 免疫 功能 和 和 氧化 防御 会 做 出 如 何 响应 ,以 及 在 遭受 多 次 胁迫 后 是 否 会 表现 出 适应 耐 受 。 这 对 探讨 两 栖 动 
物 环 境 适 应 策略 及 种 群 波动 机 制 具有 重要 的 参考 价值 。 


1 材料 与 方法 


1.15 动物 与 驯化 

PaE F 2010 年 10 月 12 日 采 自 浙江 省 开化 县 山区 (118°01' 一 118°37'N ,28*54'—29?30' E ) ,将 采集 的 
个 体 驯 养 于 水 族 箱 (90 cmx40 cmx40 em,15 只 / 箱 ) 内 驯化 两 周 ,提供 充足 的 水 陆 环境 和 遮蔽 物 。 驯 化 期 间 控 
制 水 温 (22+1)C 和 光 周 期 (12 L:12 D) ,每 日 以 黄粉 虫 (Tenebrio molitor) 活体 作为 饵料 投 食 1 次 ,隔日 用 经 曝 
气 脱氧 的 自来水 换 水 1/3。 
1.2 低温 胁迫 处 理 与 取样 

选择 80 只 峙 (体重 (75.77+1.66) g, 性 别 1:1) 作 为 实验 动物 。 将 蛙 随 机 分 为 两 组 ,38 只 动物 仍 饲养 于 驯 
化 环境 ((22+1) *C,12—13 只 蛙 / 箱 ) 作 为 对 照 组 ;为 保障 样本 量 将 42 只 动物 用 于 冷 暴露 ,将 蛙 随机 置 入 低 
温 恒 温 ((4+0.5) SC ) 培 养 箱 ( MIR-253, SANYO, Japan) 内 ,每 台 培 养 箱 配 有 3 个 玻璃 模 (30 cmx20 cmx15 
cm, RFF 1 cm 水 位 ,14 RIEAN S SE JEJE BE ERE) ,每 天 冷 暴 露 12 h 后 ,再 将 其 转 入 驯化 环境 12 h, 并 反复 处 
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理 7 d。 在 冷 暴露 当天 的 第 0.4、12、24 小 时 及 第 7 天 的 第 12 小 时 和 24 小 时 分 别 取 6 只 动物 ,对 照 组 同期 取 
FÉ, EZB EH LS ufi ( Hl EDTA-2Na SUE) ,解剖 后 在 六 上 操作 取 脾 脏 立 即 用 于 巨星 细胞 呼吸 爆发 的 测 
定 , 肝 脏 、 肾 脏 和 胃 保 存 于 -80 % 用 于 后 续 分 析 。 
1.33 免疫 学 指标 测定 
1.3.1 外 周 血 吞 叭 活性 

采用 荧光 标记 法 测定 全 血 吞 哈 能 力 ,参考 Miliukiené 等 ' 闻 方法 进行 :在 100 pL 抗 凝 全 血 加 入 50 ph 经 
KIER FITC 标记 的 酵母 (Saccaromyces cerevisiae) KW ( LX 1054 */mL) ,于 25 % 孵育 60 min, 利 用 荧光 藻 光 光 
度 计 (RF-5301PC, SHIMADZU, Japan) 测 定 荧光 强度 ,吸收 光波 长 480 nm ,发 射 光 波长 520 nm, 
1.3.2 ” 脾 巨 哈 细 胞 呼吸 爆发 

采用 氮 蓝 四 唑 ( Bitroblue tetrazolium, NBT) 还原 法 测定 脾脏 巨 哈 细胞 的 呼吸 爆发 ,参照 Cous 4x DU n 
方法 。 
1.3.3 胃 溶 菌 酶 活力 

采用 比 浊 法 测定 胃 溶 菌 酶 活力 ,以 溶 壁 微 球 菌 ( Micrcoccus lysoleikticus ) 汶 底 物 , 详 见 Shugar ^" £& vr fff) 
方法 。 
1.4 氧化 还 原状 态 指标 测定 

肝脏 和 肾脏 的 脂 质 过 氧化 产物 丙 二 醛 ( Malonaldehyde, MDA) 、GS 于 会 量 以 及 SOD 活力 用 试剂 盒 ( 南 京 
建成 生物 技术 人 研究 所 ) 测 定 。 
1.5 肝脏 Hsp70 基因 表达 半 定 量 分 析 

肝脏 总 RNA 提取 方法 参照 总 RNA 提取 试剂 盒 说 明 韦 ( 宝 生物 工程 有 限 公 司 ) , 反 转 录 合 成 第 一 链 cDNA 
CRT 试剂 盒 ,宝生 物 工 程 有 限 公 司 ) 。 根 据 GeneBank PERG BR ( Cricetulus Barabensis ) 、 牛 (Bos taurus) ,非洲 
爪 蟾 (Xenroprus leavis) , FK 3AE RJ R WS ( Pleurodeles waltl) , WIS ( Oncorhynchus mykiss ) | sf 41 BE f ( Epinephelus 
coioides) 、 中 国明 对 虾 ( Fenneropenaeus chinensis) HSP70 cDNA 序列 设计 简 并 引物 (上 游 引 物 S'- 
GCAMCYAAAGGAGTCGYAGT-3' ,下 游 引 物 S'-TYTCGTGKATCTGAGMTTTG- 3) 进行 片段 克隆 ,根据 测序 获得 
的 片段 序列 设计 上 游 引 物 5'-GACCTCGGCACTACCTACTC-3 ,下游 引物 5'-GTCAAAGTCTTCTCCACCCA-3'; 根 
JAEN ME 2K WI EE ( Hyla versicolor). AH A H HE ( Buergeria japonica ) 的 B-actin 序列 设计 上 游 引 物 5'- 
TGGAGAAGATCTGGCATCAC-3' ,下 游 引 物 S'-TCATGAGGTAGTCTGTCAGG-3', PCR 反应 程序 :95 % 5 min;94 
C 30s,56% 退火 30S,7T2 30 s, 4 30 循环 ;72 C 延伸 10 min, PCR 产物 电泳 并 测定 HSP70 和 B-actin 
积分 光 密 度 比 值 。 
1.6 数理 统计 与 分 析 

采用 SPSS 17.0 统计 软件 包 进 行 数据 统计 分 析 。 对 免疫 、 抗 氧化 和 Hsp70mRNA 表达 等 相关 指标 进行 
KolmogorovASmirnov 正 态 分 布 检验 ,符合 正 态 分 布 进 行 单 因 素 方 差分 析 ( One-Way ANOVA) ,组 内 差异 利用 最 
小 差异 法 (LeagiiSignifticant Difference, LSD ) 检验 ;同一 取样 期 对 照 组 和 处 理 组 间 差 异 采 用 独立 样本 1 检验 
(Independent-sample T-test) 分 析 ; 数 据 以 平均 值 + 标准 误 ( Mean+S EF) 表示 ,显著 水 平均 为 0.05。 


2 ”结果 


2.1 免疫 指标 

冷 暴 露 (4h 和 12 h) 显著 抑制 了 环 胸 蛙 外 周 血细胞 甜 叭 活性 (P<0.05) (图 1) 和 脾 巨 唉 细胞 呼吸 爆发 强 
度 (P<0.05) (图 1) ,而 胃 溶 菌 酶 活力 在 冷 暴露 12 h 后 才 出 现 显著 下 降 (P<0.05) ,并 明显 低 于 对 照 组 (P< 
0.05) (图 1) 。 当 返回 到 22 % 环境 后 12 h,3 种 免疫 指标 均 恢 复 到 初始 和 对 照 组 水 平 (P>0.05) 。 经 过 74d 的 
反复 冷 暴 露 ,外 周 血细胞 吞噬 活性 和 脾 巨 噬 细 胞 呼吸 爆发 强度 均 回 升 到 了 初始 和 对 照 组 水 平 (P>0.05) ,但 胃 
溶菌 酶 活力 无 法 恢复 到 初始 和 对 照 组 水 平 (P<0.05 ) 。 
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1 冷 暴 露 和 恢复 对 环 胸 蛙 外 周 血 吞噬 活性 ,脾脏 呼吸 爆 网 强度 及 胃 溶 菌 酶 活力 的 影响 


Fig.1 The effect of cold exposure and recovery on peripheral blood phagocytic activity, splenic respiratory burst and gastric lysozyme 


activity in the giant spiny frog ( Q. spinosa) 
数据 以 Mean+S E d (n2 5—6) ; * 表示 同一 时 间 对 照 组 与 处 理 组 间 差 异 显 车 ( P<0.05) ;不 同 英文 字母 表示 处 理 组 内 不 同 处 理 时 间 差 异 
显著 (P<0.05) 


2.2 氧化 还 原状 态 指标 

经 过 4 h 的 冷 暴 露 后 , 环 胸 星 肝 组 织 内 MD 和 A 含量 显著 升 高 (P<0.05) ,但 12 h 后 MDA 含量 则 降 至 初始 
和 对 照 组 水 平 (P>0.05) (E12). HEIE SODS JA GSH 含量 随 冷 暴露 时 间 的 延长 而 逐渐 升 高 (图 2) ,并 显著 
高 于 对 照 组 ( P<0.05) ; HFEA 24C 环境 后 12 h,SOD 活力 仍 保持 较 高 活力 ,但 GSH 含量 则 恢复 到 初始 和 对 
照 组 水 平 (P>0.05) 。 经 过 反复 冷 暴 露 后 的 第 7 天 ,虽然 肝脏 SOD 活力 和 GSH 含量 一 直 保 持 较 高 水 平 , 但 是 
在 冷 暴 露 第 12 小 时 肝 组 织 内 eMDA 含量 仍 高 于 对 照 组 ( P<0.05) ,随后 在 22 ^C. 环境 下 12 h 后 又 恢复 至 初始 
和 对 照 组 水 平 (P>0.05 ) 。 

肾脏 组 织 MDA 含量 升 高 的 幅度 要 明显 大 于 肝脏 (图 2) , 且 处 理 组 在 第 1 天 和 第 7 天 的 各 个 时 间 点 的 
MDA 含量 均 显 著 高 于 初始 和 对 照 组 水 平 (P<0.05) (图 2)。 与 肝脏 类 似 ,肾脏 SOD 活力 随 冷 暴露 时 间 逐 渐 升 
高 , 当 转 和 人 /22 C. 环境 后 12 h 活力 最 高 (P<0.05) ;经 过 反复 冷 暴露 后 ,在 低温 下 第 12 小 时 略 有 升 高 ( P<0. 
05) 得 返回 到 22 "C. 后 12 h 又 降 至 初始 和 对 照 组 水 平 (P>0.05) (图 2)。 但 肾脏 GSH 含量 在 各 个 阶段 与 对 
照 组 间 均 无 统计 差异 (P 20.05) (图 2)。 
2.3 肝脏 Hsp70 mRNA 表达 

肝脏 Hsp70 mRNA 表达 量 在 低温 下 受到 了 显著 抑制 (P<0.05) , FEA 22 C 环境 下 12 h 后 表达 量 虽 有 所 
增加 (P>0.05) ,但 未 能 恢复 到 初始 水 平 (P<0.05) 。 经 过 反复 冷 暴 露 后 ,Hsp70 mRNA 表达 依然 受到 显著 抑 
til (P«0.05) (图 3) , 


3.1 免疫 功能 
性 类 血液 和 免疫 咒 官 内 含有 大 量 的 吞噬 细胞 。 哮 中 性 粒 细胞 是 外 周 血 中 最 主要 的 吞噬 性 白细胞 ,而 巨 
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2 ， 冷 暴露 和 恢复 对 环 胸 蛙 组 织 MDA 含量 .SOD 活力 及 GSH 含量 的 影响 
Fig.2 . The effect of cold exposure and recovery on tissue MDA content, SOD activity and GSH content of the giant spiny frog ( Q. spinosa) 


细胞 是 脾脏 内 最 主要 的 吞噬 细胞 ,该 细胞 会 消耗 大 量 氧气 并 产生 ROS 来 消灭 知人 胞 内 的 病原 生物 ,这 一 过 程 
称 为 呼吸 爆发 ,其 反应 强度 可 反映 出 机 体 的 免疫 状态 。 这 些 吞 哈 细 胞 的 吞 哈 活 性 一 方面 表现 出 温度 依赖 性 ， 
男 访 方面 在 低温 驯化 下 可 能 产生 适应 性 改变 。 林 蛙 ( Rana temporaria) 外 周 血 吞噬 活性 随 环 境 温度 的 下 降 而 
降低 , 当 温度 降 至 5 "C 时 白细胞 的 数量 显著 减少 o, BE ( Rana pipiens) E 2 % 低温 下 6h 后 外 周 血 细胞 吞 
哈 活 性 和 脾 巨 哈 细 胞 呼吸 爆发 强度 均 显著 下 降 '” 。 虎 纹 蛙 ( Hoplobatrachus rugulosus ) 经 急性 低温 (2 C , 6h) 
人 处理 后 其 外 周 血 细胞 吞 哈 活 性 和 脾 巨 哈 细 胞 呼吸 爆发 强度 也 均 受 到 显著 抑制 。 上 述 结果 与 本 研究 相 一 
致 ,而 且 琼 胸 蛙 在 22 C 环境 下 恢复 12 h 后 外 周 血 细胞 吞 哈 活 性 和 脾 巨 哈 细 胞 呼吸 爆发 强 均 恢复 到 对 照 组 
水 平 , 但 胞 外 酶 溶菌 酶 活力 无 法 得 到 恢复 ,同样 说 明 这 些 细胞 免疫 的 温度 依赖 性 。 低 温 导 致 的 免疫 抑制 可 能 


http ://www.ecologica.cn 


14 期 Wü SE WE ( Quasipaa spinosa ) 对 重复 急性 冷 暴 露 的 生理 应 激 与 适应 耐 受 4783 


是 由 于 温度 改变 了 免疫 细胞 膜 的 流动 性 和 稳定 性 以 及 
ROS 的 产生 ,从 而 影响 到 吞噬 功能 的 发 挥 ;还 可 能 是 因 
为 低温 通过 激活 HPA 引起 促 皮 上 腺 激素 (ACTH ) A 
高 ,进而 促进 GC( 如 鱼 类 为 皮质 醇 ,而 两 栖 类 为 皮质 
Bid) f) ch I DU ,而 GC 是 体内 重要 的 免疫 抑制 剂 。 
如 将 鲤鱼 ( Cyprinus carpio) 20 % 迅速 移 至 12 C 水 
环境 2 h 后 血清 皮质 酮 含量 明显 增加 5 。 又 如 在 金 头 
S ( Sparus aurata) 白细胞 的 培养 基 中 加 入 皮质 醇 可 以 
明显 抑制 其 呼吸 爆发 和 吞噬 活性 '” 。 然 而 , 鱼 类 和 两 
栖 类 等 变温 准 椎 动物 否 哈 细胞 的 免疫 功能 在 长 期 低温 
驯化 条 件 下 会 得 到 恢复 甚至 强化 。 如 林 峙 在 持续 低温 ES ORA a g E Hafn SESS ES 
(5 C) 下 白细胞 可 以 更 迅速 地 达到 活性 峰值 ”。 本 研 y The effect of cold exposufe and recovery on relative Hsp70 
Zt A EAR N e vf. TCR JE A Ar ER LA be Sx 7 d 的 
反复 冷 暴 露 同样 可 以 恢复 到 初始 和 对 照 组 水 平 。 类 似 
He A Es] Jc ( Salamandra salamandra ) 7I Ws ( Bufo bufo) T£ AIRG 9C.) 驯 伐 后 基 巨 吻 细 胞 的 内 甜 作 用 要 
比 暧 驯化 个 体 更 加 有 效 '*。 对 鱼 类 的 研究 也 有 和 较 多 类 似 的 报道 ”1 ENEE III e EO REL E e f 
(Oncorhynchus mnerka)i3 在 低温 下 加 强 了 吞噬 细胞 活性 ,但 免疫 细胞 的 总 量 并 未 发 生 显著 变化 ,只 是 头 肾 中 具 
有 免疫 活性 的 细胞 进入 体液 循环 ,从 而 增加 了 吞噬 细胞 的 数 若 和 总 符 喉 活力 。 然 而 , 豹 蛙 经 低温 驯化 后 其 血 
液 内 嗜 中 性 粒 细胞 的 比例 升 高 , 镜 检 发 现 这 些 细胞 多 为 单 叶 核 或 双 叶 核 ,从 而 推测 这 些 嗜 中 性 粒 细胞 是 在 低 
温 适应 中 新 近 形 成 的 2 。 因 此 ,变温 兰 椎 动物 吞 吹 细 胞 的 低温 适应 机 制 可 能 存在 较 大 的 物种 差异 ,值得 深入 
研究 。 
3.2 ”氧化 还 原状 态 

非 应 激 状 态 下 棘 胸 蛙 肝脏 MDA 平均 含量 要 高 于 肾脏 ,但 初次 低温 胁迫 后 肝脏 MDA 含量 上 升 的 幅度 却 
小 于 肾脏 , 且 在 第 12 小 时 降 至 初始 和 对 照 组 水 平 ,这 说 明 肝 脏 比 肾脏 能 更 快 地 缓解 氧化 压力 ,这 可 能 与 肝脏 
SOD 活力 和 GSH 含量 升 高 有 关 , 而 肾脏 仅 SOD 活力 有 所 升 高 。 与 此 不 同 的 是 , 虎 纹 蛙 在 低温 (2 C) 下 处 理 
6 h 后 ,肝脏 和 肾脏 MDA 含量 并 未 出 现 明 显 变化 ,SOD 活力 仅 在 肝脏 中 有 小 幅 升 高 ,GSH 在 肝脏 和 肾脏 中 浓 
度 却 同时 出 现 了 应 激 性 升 高 o EAH JLE (Zoarces vivparus ) 在 遭受 急性 低温 胁迫 后 肝脏 SOD 活性 
没有 明显 变化 ,只 有 GS 筷 含量 显著 增加 5 。 这 暗示 GSH 是 非 酶 类 抗 氧化 物质 ,其 抗 氧 化 作用 在 低温 下 比 酶 
类 抗 氧化 物 可 能 更 具 优 势 或 更 为 重要 。 此 外 , 蛙 经 低温 驯化 后 转 入 高 温 环 境 后 , 随 着 体温 的 回升 ,有 和 氧 呼 吸 代 
谢 逐 步 加 强 同 样 可 以 导致 氧化 压力 的 增加 。 在 本 研究 中 ,在 22 C 环境 下 恢复 12 h 后 肝脏 可 以 有 效 减少 
MDA 含量 ,但 肾脏 无 法 降低 MDA 含量 ,这 可 能 与 肾脏 无 法 增加 SOD 活力 和 GSH 含量 有 关 。Bagnyukova 
等 [34 测定 了 经 长 期 低温 驯化 (5 CC ,2 个 月 ) 后 的 湖 蛙 ( Rana ridibunda) 在 温度 迅速 回升 过 程 中 机 体 的 氧化 压 
力 , 发 现 温 魔 回升 人 20% , 1 h 和 24h) 虽 然 对 肝脏 MDA 含量 无 显著 影响 ,但 可 导致 普 基 蛋白 (CP) (可 反映 和 蛋 
白 氧化 损伤 程度 ) 含 量 的 增加 ,而 对 肾脏 MDA 和 CP. 含量 则 全 无 显著 影响 ,说 明 肾 脏 的 抗 氧化 能 力 要 强 于 肝 
脏 进 二 步 分 析 发 现 湖 蛙 肝脏 SOD 和 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 ( GR) 活力 在 第 24 小 时 均 显 著 升 高 ,而 肾脏 过 氧化 氢 
酶 (CAT) 和 GR 活力 显 赣 升 高 。 因 此 , 酶 类 和 非 酶 类 抗 氧 化 物 在 不 同 器 官 内 对 温度 变化 的 反应 存在 物种 差 
异 , 这 直接 反映 了 鱼 类 和 两 栖 类 等 变温 次 椎 动物 在 应 对 温度 极端 变化 过 程 中 的 氧化 防御 能 
3.3 MEA HSP70 

HSP70 是 一 类 最 保守 分布 最 广泛 的 热 休 克 和 蛋白 家 族 ,作为 应 激 保 护 性 蛋白 可 提高 细胞 对 氧化 损伤 的 耐 
受 程度 ,而 且 在 降低 炎症 反应 .协助 抗原 递 呈 等 方面 具有 重要 作用 -5 。 对 双 团 棘 胸 蛙 ( Paa yunnanensis ) 的 研 
究 表明 ,在 低温 15 "C 处 理 9 h 后 肝脏 Hsp70 表达 量 显著 增加 59 。 然 而 ,在 本 研究 中 环 胸 蛙 肝 脏 Hsp70 
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mRNA expression in liver of the giant spiny frog ( Q. spinosa) 
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mRNA 的 表达 在 低温 下 不 仅 没 有 出 现 应 激 性 升 高 ,还 受到 了 强烈 抑制 。 这 可 能 是 因为 4% 低温 已 经 超出 了 
HUMER Hsp70 mRNA 表达 可 以 响应 的 温度 范围 ,所 以 推测 HSP70 在 此 低温 下 所 发 挥 的 应 激 保 护 和 免疫 
调节 作用 的 温度 范围 有 限 。 

综 上 所 述 , 环 胸 峙 遭遇 首次 急性 冷 暴露 后 非特 异性 免疫 功能 受到 明显 的 抑制 ,同时 机 体内 的 氧化 水 平 明 
增加 ,但 经 历 反 复 应 激 后 外 周 血细胞 和 脾脏 吞 吻 功 能 产生 了 适应 性 升 高 ,而 且 不 同 器 官 内 抗 氧 化 能 力也 存 
在 不 同 程度 的 升 高 。 然 而 ,HSP70 作为 应 激 性 蛋白 ,该 基因 在 整个 冷 暴露 过 程 中 不 但 始终 没有 出 现 高 表达 ， 
而 且 被 显著 抑制 ,因此 推测 HSP70 在 此 低温 下 无 法 起 到 相应 的 应 激 保护 作用 。 
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